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Zusammenfassung " 

Di eErtndungbetriffiVerfah™^ , 
Sandwfch-Hybridislerungs^Methode bei Temperaturen yon 50-55*6 

ErfindungsgemMB warden fur das Nachweisverfahren neu entwickelte OligonuWeotide als Fanger- und 
Nachweissonden eingesetet deren Sequenzen den Nachweis der Bakterien der Gattung Legionella 
gattungsK>der artspeafisch ermdgllchen. 

Vorteilhaft 1st die gegenseitige Austauschbarkeit der Fariger- und Nachweissonden bei art- und • 
gattungsspezifischen Nachweisen von Legionella-Spezies. Aulierdem 1st das Nachweisverfahren mit 
Komblhatidnen von OligonuWeotiden fflr gattungsspezifische Sonden und OligonukJeotiden fdr 
artspezlfische Sonden durchfOhrbar. 
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Verfahren aim Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella 

Die Erfindung betrim ein Verfahren zum Nachweis von Bakterien der Gattung Legionella mlttels der 
Sandwich-Hybiidisierongs-Methode. 

Legionella spp. sind gram-negative, stSbchenfOrmige und fakultativ intrazellulare Pathogene. Es werden \\J 
mehrals42Speziesmit64Sero-Gruppenunter$chieden. 1 . 

t 

Sie weiden als intrazellulare Parasiten von Amflben und Ciliaten normaleiweise in wassriger Umgebung 
sowie in nassem Boden gelunden. Sie werden auch in Oder an kiinstlich hergestellten Piatzen Oder 
Produkten wie Kuhjturmen, klinischen Beatmungs-Geraten, Whirlpools Oder Duschen gefiinden. 

Der Mensch infiziert sfch mit Legionellen nach dem Einatmen kontamfoierter Aerosol-Tropfen aus den 
oben erwahnten Habitaten.. In der Lunge befallen die Legionella-BaktBrien Makrophagen und konnen 
eine Form der LungenentzOndurig verursachen, bekannt als LeglonSrs-Krankheit Die Symptome 
beginnen ntitschwachem Husten, Unwohlsein, Muskelschmerzen, leichtem Reber, sowie 
gastrointestinalen Stdrungen und steigem sich zu hohem Fieber, Alveolitis und Bronchitis. Legionella 
pneumophila ist der wichtlgste Erreger far die Legionellose, aber auch andere Spezies der Gattung L 
kommen alsKrankheitsenPeger beim Menschen in Frage. 

Zum Nachweis der Legionetla-Spezies in Wasserproben sind aus der Literatur die Kulfivierungs- 
Methode, auf Pdymerase-Kettenreaktionen beruhende Methoden sowie die Verwendung monoWonaler 
Antik5iper bekannt Angewendet wird auch die Hybrldisierung mit fluoreszensmaikierten Sonden. 

Weiter wurde aus der US 5.569. 668 A die Anwendung der Sandwich-Hybridisierungs-Methode 
bekannt Diese Methode baslert auf der Nutzung von zwei Oligonukleotid-Sonden - einer Fanger- 
Sonde und einer Nachweis-Sonde. Die Fanger-Sonde ist kovalent an einen festen Untergrimd 
gebunden. Zunachst hybridisiert die zu untersuchende Ziel-Nukleinsaure bei spezifischen Temperaturen 
mit den beiden Sonden. Danach bindet die Ziel-Nukleinsaure und der Sondenkomplex an den festen 
Untergrund der Fanger-Sonde . Der Nachweis kann mit Ruoreszenz oder Chemilumineszenz, 
Farbreaktionen oder radioaktiven MarWeningen erfolgen. Wichtlg for den Erfolg dieser Methode sind die 
Eigenschaften der 
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Sonden far die jeweilige spezifische Hybridisierung. Das wird durch den bisherigen Stand derTechnik 
nut teitweise gewShrleistet 

Die Aufgabe der Erfindung besteht deshalb darin, neue gattungs- und artspezifische Oiigonukleotide 
zum Nachweis von BaWerien der Gattung Legionella herzusteilen und zu verwenden. 

Erfindungsgemail wird die Aufgabe dadurch geiest, dad 

a) zum Nachweis der gesamten Gattung Legionella als Fangersonde ein Oligonukleotid der 
Sequenz 5'- CCTCCf CCCCAGTGAAAGT-3* und als Nachweissonde ein OligonuWeofid der 
Sequenz 5*- CACTGTATGTCAAGGGTAGG; 

b) zum Nachweis von Legionella pneumophila als Fanger-Sonde ein Oligonukleotid der Sequenz 
5'- ATCTGACCGTCCCAGGTT-3' und als Nachweissonde ein OligonuWeofid der Sequenz 

5*- TTCGCCGCCCTCTGTATCG-3' ; 

c) zum Nachweis von Legionella feelei als Fanger-Sonde ein Oligonukleotid der Sequenz 
5'-GCGCCACTAACCTCATTCAT-3' und als Nachweissonde ein OligonuWeofid der Sequenz 
5-TATACAACCACCTACGCAC&3' und 

d) zum Nachweis von Legionella jordanis als Fanger-Sonde ein OligonuWeofid der Sequenz 
5'-CCACTCCTCCCCACTGAAAG-3* und als Nachweis-Sonde ein OligonuWeofid der Sequenz 
5'-CTTACGGTCCCCAG(JI 1 1 1 1 -3' verwendet werden und die Hybridisierung bei Temperaturen 
von ftlnfzig bis funfundfunfzig Grad Celsius erfolgt 

Die wichtjgsten Daten der neuen OHgonuWeotid-Sonden sind in nachfolgender Tabeile 1 dargesteltt. 

Name der Sequenz Ziel- Position Sonde in der Spezifische 

Sonde Spezies in E.coli Sandwich- < Hybridisie- 

, 16SrRNA Hybridisierung rungs-Temp, 
legpneu 1 5 , -TTCGCCGCCCTCTGTATCG-3' L 575-594 Nachweis 50*C 

legpneu2 5'-ATCTGACCGTCCCAGGTT-3' pneumo- 626-643 Fanger 

phila 
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legfeel 1 
legfeel 2 


S'-GCGCCACTAACCTCATTCAT^' L 
' S'-TATACMCCACCTACGCACC-a' feeief . 


840-859 
575-594 


Fanger 
Nachweis 


55*C 


leaior 1 
legjor2 


5 , -CCACTCCTCCCCACTGAAAG-3 , jordanis 


192-211 
435-454 


Nachweis 
FAnger 


55'C 


legall 11 
legall 22 


5'-CCTCCTCCCCACTGAMGT-3' Genus 
5 - CACTGTATGTCAAGGGTAGG leglonella 


433451 
983-1001 


Fanger 
Nachweis 


50*C 




1 

Bel artspezifischen Nachweisen von Legionella-Spezies sind gemas Patentanspruch 2 die 
Oligonukleofide fur Fanger-Sonden und Nachweis-Sonden gegeneinander austauschbar. 

Weiterhin wercten die Nachweise von Bakterien der Gattung Legionella gemaa Patentanspruch 3 mit 
Kombinationen von Oligonukleotlden fflr gattungsspezifische Sonden und Oligbnukleotiden ftlr artspezi- 
fische Sonden vorgenommea 




Von Vortei! 1st wetter, dafi die neueh gattungs- und artspezifischen Oligonukleotid-Sonden alio ftlr eine 
HybridJslerung bei Temperaturen von 50-55°C entwickelt wuitlen. Damit sind Kombinafionen von mehr 
als 2 Sonden mSglich, welche die Voraussetzung fur den Nachweis von mehr ais 1 Legionella -Spezies 
in einem Test sind. Hierzu werden magnetische Beads mit verschiedenen zum Nachweis von einzelnen 
Legionella-Spezies Fanger-Sonden gemlscht (Multiplex-Analyse) beispielsweise Fanger-Sonden zum 
Nachweis von L p. mit Fanger-Sonden zum Nachweis von L. f. Oder anderen in Kombinafon mit einer 
gattungsspezifischen Nachweis-Sonde. 

Das erfindungsgerhaiie Vferfahren wird im folgenden unter Hinweis auf die beigefugte Zeichnung naher 
eriautert 



s 



Figur 1, S. 8 zeigteine schematische Darstellung der Sandwfch-Hybridisierungs- Methode. 



Dabei ist die Fanger-Sonde 1 mit Biotin 4 marklert; bindet an mit Streptavidin 5 ummantelte 
magnetische Kugeln (magnetic beads ) 7. Nach erfolgter Hybridisierung.der ZieWMukleinsSure mit den 
beiden Sonden 1 und 2 geschleht der Nachweis mit Alkalischer Phosphatase 6 die an die Dlgoxigenln- 
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markierte Nachweis-Sonde 2 fiber Anfi DIG Fab Ram* bindet Der Nachweis des amplifier**. 
Fluoreszenz Signals kann durch ein Fluoreszenz-Lesegerat quantfflziert wenien. 
Eine weltere Nachweismoglfchkeit 1st die Erfassung der AktMtat der Alkaiischen Phosphatase durch 
elektrachemische Sensoren. 

Zur Probenaufbereitung werden Gesamt-DNA-Prc-ben verschiedener Legionella-Spezies vejwendet 
Die 16S ribosomale DNA (rDNA) wurde aus der Gesamt-DNA vercchiedener Legionella-Spezies unier 
Verwendung derfDI und rP2-Uni V ersahPrimerfardie16SrDNA mittels PCR ampiifiziert Der Promoter- 
Bereich der T7 Polymerase war im fD1 enthalten. In vitro franskribierte 16S r RNA wurde von den 
entsprechenden PCR Produkten aus Legionella ( 16S rDNA) unter Veiwendung des DIG RNA 
LabeiingKit (SP6/T7) (Roche) Oder des MAXIscript-Kits / Ambion) hergestellt 

Die Wirksamkeit der OligonukJeotid-Sonden Wurde durch die Stot-BloHWethode getestet In vitro 
transkribierte 16S rRNA (Ribosomale RNA der kleinen Untereinheit der Bakterien-Ribosomen) wurde 
als Ziel-MoiekOI verwendet 

i 

Die Slot-Blot-Hybridislerungen wurden entsprechend des ProtokoBs des DIG Sytem User's guide for 
Filter Hybridiziation, Boehringer Mannheim (1995) durchgefu'hrt 1000 thiol in vitro transkribierter 
16S rRNA verschiedener Legioneila-Species wuiden in RNA-L5sungs-Puffer (DEPC-H 0, 20 x BSC, 
Formaidehyd (5:3:2)) praparlert und filr 10 Minuten be! 65'C denaturiert Anschliefiend werden die 
Proben mittels eines Vakuum-SkfcBlotter (Bio-Rad) auf eine positiy geladene Nylon-Membran (Hybond- 
. N ) aufgebracht Diese Membran war vor und nach dem Blotten mit 20 x SSC (3 M NaCI und 300 mM 
NatriumcKrat pH 7,0 ) gewaschen women. Anschliefiend wurden die Nukleinsauren mit UV-Ucht (fur 2 
Minuten) an die Membran gebunden. 

Die Pra-Hybridislerung wurde in Hoch-SDS-Puffer ( 7% SDS; 50% Formaidehyd, 5 x SSC, 2% Blocking 
Reagent (Roche), 50mM Natriumphosphat pH 7,0 und 0,1 % Laurylsarcosin ) Wr 2 Stunden be! 
Hybridisierungs-Temperatur durchgefDhrt Danach erfolgte die Hybridisierung (Iber Nacht in Hoch-SDS- 
Puffer mit 100 pmol DIG^narklerter Ollgonukteofid-Sonde bei 50-55*0 abhangig von der 
Schmelztemperatur der Sonde. Die Proben wurden am 3'-Ende mit dem DIG Oligonucleotide 3' End 
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Nach der Hybridisierung wurde die Membran zwei Mal.mit 2x SSC; 0, 1% SDS Or 5 Minuten 
gewasehen, gefblgt vonzweimaJIgem Waschen mit 0,1 x SSC; 0,1 % SDS, 0,2 x SSC; 0.1 % SDS Oder 
0,5 x SSC; 0,1 % SDS ftp 20 Minuter, be) Hybridisienjngstemperatur, urn die ungebundene Sonde zu 
entfernen. Anschliefiend wurde die Membran ? n Mateinsaure-Puffer (0,1 M MaleinsSure und 0,15 M 
Naa, pH 7,5 ) mil 0,3 % Tween 20 ™ far 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, urn unspezifische 
Bmdung der Alkalfechen Phosphatase zu vermelden. Die Membran wurde fOr 30 Minuten in Malein- 
saure-Puffer mit 0,1% Blocking L6sung (Roche) inkubiert Anschliefiend wurde die Anti-Digoxigenin- 
Alkalische-Phosphatase (AP) 1 :. 20 000 in Maleinsaure-Puffer mit 1% Blocking LOsung verdOnnt und 
die Membran in der Ahfikflrper-LSsung 30 Minuten Inkubiert Die Membran wurde 2 mat mit 
Maleinsaure-Puffer mit 0,3% Tween 20 fur 15 Minuten gewaschen und fur 5 Minuten in Nachweis- 
Puffer ( 100 mM Tris-HCI, pH 9,5 und 100 mM NaCl) aquillbriert Das als SubstratfGrdfe Aikaiische 
Phosphatase benutzte CDP-Star™ Sub.strat (Roche) wurde 1: 100 in Nachweis-Puffer verdOnnt auf die 
Oberflache der Membran aufgetragen und in Plastik-Folie eingeschwelBt fOr 10 Minuten inkubiert Die 
Membran wu.de exponiert ( Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech). Zeitraum war zuerst 1 
Stunde und spater 10 oder 5 Minuten um die Farbung des Hintergrundes zu reduzieren. 

Die Ergebnisse der Slot-Blot-Tesf s zeigen fblgendes. 

1. Sonden zum Nachweis der Gattung Legionella 

Die Sonde Legail 11 hybridisierte mit der In vitro transkribierfen 1 6SrRNA alter untersuchten 
Legionella Spezies (15 Arfen - siehe Tabelle 2, S. 9 ). Die Bindung war spezifisch fDr alle ' . 
Legionella- Spezies. 

Die Sonde Legail 22 hybridisierte ebenfalls.spezlfisch mit der in vitro transkribierten 16SrRNA alter 
untersuchten Legionella- Spezies. 

Bejde Sonden sind fur einen Nachweis der Gattung Legionella im Sandwfch- 
Hybridisiemngsnachweis mit Legail 1 1 als Fangersonde und Legail 22 als Nachweissonde 
geeignetDieHybridisiemngstemperaturwar50*C. . 

2. Sonden zum Nachweis von Legionella pneumophila 

Die Sonde Legpneul hybridisierte mft der in vitro transkribierten 1 6S rRNA der Legionella pneumo- 
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• phila Serogruppe 1 ATCC33152, Legionella pneumophila Serogruppe 6, Legionella pneumophila 
Philadelphia I JR32 WT und mit Legionella micdadei. 

Die Sonde Legpneu 2 hybridisiert mit in vitro transkribierter 1 6S rRNA von Legionella pneumophila 
Serogruppe 1 ATCC33152, Legionella pneumophila Serogruppe 6 und Legionella pneumophila 
Philadelphia I JR32 WT. Diese Sonde Fst hochspezifisch und kann als FSnger-Sonde mit der Leg- 
pneul-Sonde in Sandwich-Hybridisierungs-Nachweisen verwendet werden. Die Hybridisierungs-pe- 
Temperaturwar50*C. 

3. Sonden zum Nachweis von Legionella feelei 

Die Sonde Legfeell hybridisierte nur mit der in vitro transkribierten 16S rRNA von Legionella 
feelei und ist spe2.fiscb. 6ie kann als Fanger-Sonde zusammen mit Leggfeel2 zum Nachweis 
von Legionella feelei benutzt werden. 

Die Sonde Legfeel2 hybridisierte nur mit der in vitro transkribierten 16S rRNA von Legionella 
feelei und ist spezifisch. Sie kann als Nachweis-Sonde verwendet werden, weil sie eine nlerige- 
Bindungseffizienz besitzt als die Sonde LegfeeH. 

Diese beiden Legfeel-Sonden konnen zum Nachweis von Legionella feelei in Sandwich-Hybridi- 
sierungs-Ansatzen verwendet werden. Die spezifisehe Hybridisierungs-Temperatur beider Son- 
den war 55'C. 

1 

4. Sonden zum Nachweis von Legionella jordanis 

Die Sonde Legjor 2 hybridisierte mit der in vitro transkribierten 16S rRNA von Legionella jordanis 
und Legionella feelei. Die Bindung mit der Legionella jordanis-Probe War spezifisch und die Bindung 
mit der Legionella feelei-Probe war unspezifisch. Diese Sonde kann als Nachwels-Sonde 
zusammen mit der Legjorl-Sonde verwendet werden. 

Die Sonde Legjorl hybridisierte nur mit der in vitro transkribierten 16S rRNA von Legionella 
jordanis. Die Bindung dieser Sonde zum Zielmolekul war spezifisch.. Die Sonde kann als Fanger- 
Sonde zusammen mit der Sonde Legjor2 verwendet werden. Die Hybridisierungs-Temperatur fur 
beide Sonden war ebenfalls 55 *C. 

Die Vorteile der Erflndung bestehen darin. da& die neuen Oligonukleotide gattungs-und artspezrfisch far 
die Sandwich.Hybridisierungs4vlethode besonders geeignet sind. Vorteilhaft wlrkt sich weiter der 
Einsatz von Kombinationen der neuen Oligonukleotide aus. Moglfch sind audi Kombinationen mit 
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anderen Oligonukleotid-Sonden z.B. for den Einsatz als Primer fDr PCR, fluoreszenzmarWert fur 
mikroskopische Nachweise, zur Ruoreszenzsandwichhybridisierung und zur Sandwich-Hybridisierung 
mitelektrischer Signalauslesung. 
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Tabelle 2 : Untersuchte Legionella Spezies 



Legionella 
Spezies 


SONDEN 










L. bozemanii 


0 


0 










II 


I! 


L dumoffii 


0 


0 














L erythra 


0 


.0 














Lfeelef 


0 


0 






0 


0 


2 




Lgormanii v 


0 


0 














L hackpiiae 


0 


0 














L israelon<:is 


0 


0 














L. jordanis 


0 


0 










0 


0 


L longbeachae 


0 


0 














L: micdadei 


0 


0 


1 












L oakridgensis 


0 


0 














Lp. 1 ATCC 33152 


0 


0 


0 


0 










Lp. gorby WT 


. 0 


0 














Lp.ph«adelptoaJR32 Wt 


0 


0 


0 


0 










Lp.philadelphia 1 
seroqr. 6 


0 


0' 


0 


0 










Hybridisierungstemp. 


50 


50 


so 


50 


55 


55 


55 


55 


Waschpuffer 


A 


' A 


B 


B . 


A 


A 


, A 


A 



(. ... 
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Patentanspruche 

) 

rungs-Msthode dadurch gekennzeichnet, daft 

a, 

^^ GACCGTCqCAGGTT " 3 ' Mnd * Nachw ^nde ein OligonuWeotid der Sequenz 5'- 
TTC6CCGCCCTCTGTATCG-3'; oequenzt> 

5 -GC6CCA CTAACCTCATTAT-3' und ate Nachweis-Sonde ein OHgonukleotid der Sequenz • 
5'-TATACAACC ACCTACGCACC-3 1 und 

d) artspezifisch zum Nachweis von Legionella Jordan* als Fanger-Sonde ein OHgonuWeotid der 
Sequenz 

^-CCACTCCTCCCCACTGAAAG-3' und als Nachweis-Sonde ein OHgonukleotid der Sequenz 
5 -CTTACGGTCCCCAGCTTTTT-3' 
verwendet warden und die Hybridisierung bef Temperaturcn vonSObisSSXerfolgt 

2. Verfehren gernfc Patenfenspruch 1 ., gekennzeichnet dadurc h ,daft bei arfcpezifischen Nachweisen 
von Leg.onella-Spezles die Oligonukleotfde fur die Fanger-Sonden und Nachweis-Sonden 
gegenelnander austauschbar sind. 

3. Ve ^seroSfiPate^^ 

onen von Oligonukleotiden fDr gattungsspe^sche Sonden und OligonuWeotfden far artspezifische 
Sonden vortjenommen werden. 
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Sequenzprotokoll 

AHq^m^in^frnqaben; 

Anmelder: 

Name: Antje Breitenstein 

Strasse: Schillerstr. 29 

Ort: Haile/S. 

Land: Deutschland 

Postleitzahl: 06114 . 

Telefon: 0345-6786730 

e-mail: antje.breitenstein@scanbec,corn 

Bezeichnung der Erfindung: Verfahren zum Nachweis von Bakterien der 
Gattung Legionella 

Anzahl der Sequenzen: 8 , 

Computerlesbare Fassung: 

Datentrager: Diskette 
Computer: IBM PC-kbmpatibel 

v Betriebssystem: Windows 

Software: Microsoft Word 

Angaben zu Seq. ID-No. Legpneu 1 : , 

Sequenzcharakteristika: 

Lange: 19Basenpaare 
Art: DNA-Oligonukleotid 
Strangform: Einzetetrang 
Topologie: linear 

' Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ]a 

Ursprungliche Herkunft: 

Organlsmus: Legionella pneumophila 
Zelityp: EinzelKger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotid gegen 1 6S rRNA 
' Lage: 575. ...594 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No, Legpneu 1 : TTCGCCGCCCTCTGTATCG 
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Angaben zu Seq. ID-No, tegpneu 2: 

Sequenzcharakteristika: 

Lange: 18 BasSnpaare 
Art: : DNA-Oligonukleotid 

Strangform:, Einzetetrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ja 

UrsprGngltche Herkunft: 

Organismus: Legionella pneumophila 
Zelltyp: Einzelliger Organismus 

Merkmal: . synthetisches Ollgonukleotid gegen 16S rRNA 
Lage: 626 ..,.643 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No, legpneu 2: ATCTGACCGTCCCAGGTT 

Angaben zu Seq. ID-No. legfeel 1 : 

Sequenzcharakteristika: 

Lange: 20 Basenpasire 
Art: DNA-Oligonukleotid 
Strangform: Einzetetrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ■ ja 

UrsprQngliche Herkunft: 

Organismus: Legionella feelei 
Zelltyp: Einzelliger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotid gegen 16S rRNA 
Lage: 840. ...859 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No. legfeel 1 : GCGCCACTAACCTCATTCAT 

Angaben zu Seq. ID-No. legfeel 2: 

Sequenzcharakteristika: 

Lange: 20 Basenpaare 
Art: DNA-Oligonukleotid 
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Strangform: Einzelstrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch; neln 

Anti-Sense: ja 

UrsprGngliche Herkunft: 

Organismus: Legionella feelei 
Zelltyp; Einzelliger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotld gegen 16SrRNA 
Lage: 575:... 594 

Sequenzbeschreibung: 

Seq' ID-No. legfeel 2: TATACAACCACCTACGCACC 

Angaben zu Seq. ID-No. legjor 1 : ' 

Sequenzcharakteristika: 

Lange: 20 Basenpaare 
Art: DNA-Oligqnukleotid 
Strangform: Einzelstrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ja 

Urspruhgiiche Herkunft: 

Organismus: Legionella jordanis 
Zeiltyp: Einzelliger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotld gegen 16S rRNA 
Lage: 192... .211 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No. legjor 1 :CTTACGGTCCCCAQCTTTTT 

Angaben zu Seq. ID-No. legjor 2: ,, 

Sequenzcharakteristika: » 

Lange: 20 Basenpaare 
Art: DNA-OIigonukieotid 
Strangform; Einzelstrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 
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Anti-Sense: ja 

UrsprQngliche Herkunft: 

Organismus: Legionella jordanis 
Zelltyp: Einzelliger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotid gegen 16S rRNA 
Lage: 435 ....454 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No. legjor 2:CCACTCCTCCCCACTGAAAQ 

Angaben zu Seq. ID-No. legal! 11: 

Seq u enzch arakteristika: 

LSnge: i9Basenpaare 
i Art: DNA-Oligonukleotld 

Strangform: Einzelstrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ja 

UrsprQngliche Herkunft: 

Organismus: Legionella spp. 
Zelltyp: Einzelliger Organismus 

Merkmal: synthetisches Oligonukleotid gegsn 16S rRNA 
Lage: 433 ....451 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No; tegail 1 ; CCTCCTCCCCACTQAAAGT 

Angaben zu Seq. ID-No. legall 22: 

Sequenzcharaktertetika: 

Lange: 20 Basenpaare 
Art: DNA-Oligonukleotid 
Strangform: Einzelstrang 
Topologie: linear 

Hypothetisch: nein 

Anti-Sense: ja 

UrsprQngliche Herkunft: 

Organismus: Legionella spp. 
Zelltyp: Einzelllger Organismus . 
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Merkmal: synthetisches Ollgonukleotld gegen 1 6S rRNA 
Lage: 983 ....1001 

Sequenzbeschreibung: 

Seq ID-No, legall 22: CACTGTATGTCAAGGGTAGG 



• 
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